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Etude du Ribovirus de Latoia viridissima 
Holland, ravageur de palmacae 
en Afrique de l'Ouest. 
Caractérisation - Diagnostic sérologique -
Suivi épidémiologique 
J.L. ZEDDAM (1), R. PHILIPPE (2), J.C. VEYRUNES (3), G. FEDIERE (1), D. MARIAU (4), M. BERGOIN (3) 
Résumé. - Les chenilles du lépidoptère Lîmacod1dae Latoia rind1ssîma (Bolland 1893) représentent un des pnnc1paux défoliateurs de 
Palmacées en Côte-d'Ivoire. Une revue des entomopathogène~ locaux régulant les populations naturelles de ce ravageur a précédemment montré 
que ( 'agent de contrôle le plus efficace était un vtrus. Une caractérisat10n physico-chimique du virus responsable des éptzootles en précise tci plu-
sieurs propriétés es:,,entlelle:-. Parmi celle~-c1 la nature du génome (ARN monocaténaire polyadénylé) le rapprochant clairement des P1cornaviridae 
Cependant, une compos1tton polypepud1que part1cuhère le d1!>tmgue des quelques membres de cette famille actuellement connus chez les msectes, 
membres avec lesquel~. par ailleurs, aucune parenté antigénique n·est rele,,.ée. Afin de détecter rapidement et à faible coût ce nbov1rus, appelé_ 
LvV, dans les échantillom b1olog1ques. un te~t ummunoenzymat1que (ELISA) faisant intervenu la technique en "sandwich" a été mu; au point 
Les semis mm1maux de sensibilité du test ont été étabh~ pour du v1rm, punfié et du vîrm se trouvant en présence de fortes concentrations de tissus 
de l'hôte. A l'aide de cet outil de diagnostLc sérologique, J'a:,pect épidém1olog1que de la maladie ~e développant en plantation a pu être abordé 
Le smvi mené sur le terrain durant troi!> mois au cours de deux pullulatrnns successrves de L v1nd1ss1ma a précisé l'incidence de la virose à 
[ 'émergence des Jeune!> chenilles, ~on évolut10n chez les différents stades larvatres et son impact ~ur la démographie du ravageur, par ailleurs, le 
clonage moléculaJTe du génome viral a été entrepris. donnant le~ première:, mdicatJons sur l'organisation de l' AR'.'l' de LvV. A partu de la partie 
d'ADN complémenta1re ams1 obtenue, différents type~ de sondes nuclétques ont été constnnt:, faisant intervenir des marquages radioactifs ou à 
l'aide de nucléotides b1ottnylé~. La capacité de ces dtver~e!> sonde!>, à ADN bicaténaires ou à ARN monocaténaires (nbosondes) à détecter ]'ARN 
viral, a été testée. 
Mots clés: Latnia 1·md1s.wma, hutle de palme. nbov1rus. clonage génome. 
INTRODUCTION 
Dans les écosystèmes artificiels crées par l'homme, en 
particulier les agroécosystèmes, certaine<; compo,.,antes du 
milieu favorisent les pullulations de populations animales ou 
végétales responsables d'importantes perte,<, économique,<,. 
Les moyens de lutte contre ces nui'iihles font le plus souvent 
appel à des pesticides chimiques qui. bien que généralement 
efficaces, ont un coût élevé et ne sont pas exempts de grave') 
mconvénients: les plus connus étant leur toxicité pour J"en-
v1ronnement et l'apparition de phénomènes de résistance 
chez les populations cibles. Aussi, une voie de recherche 
plus biologique consistant à tirer partie de l'existence de 
microorganismes régulant naturellement les populations am-
males et végétales connaît-elle un essor important. L '!RHO 
mène depuis plusieurs années des études dans ce domaine 
particulier de la lutte microbiolog1que à l'aide de champi-
gnons, bactéries et virus (Fedière et ai, 198 l ; Desm1er de 
Chenon et al, 1988). Des résultats encourageants de régula-
tion des larves de Limacodidae, par épandage de suspensions 
à base de virus isolés lors d'épizooties naturelles, ont été 
enregistrés dans les palmeraies de Colombie. d'Indonésie et 
de Côte-d'Ivoire (Genly et Manau, 1975 ; Grnting et 
Desm1er de Chenon, 1987). Dans ce dernier pays ce sont les 
( 1) ORSTOM Entomovirology laboramry-F.K of -\gr1~ CA[RO Un1vn~uy (Egypll 
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(3) ['.',RA ~talion du pathologie uJmpdrée 30380 St Chmtol-lez-Alcs 
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Commumcat,on pré,;enlée à Imernanonal Conference on palms and palms products lor 50th 
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larves du lépidoptère Limacodidae Latota viridiss1ma 
(Holland, 1893) qui provoquent les défoliations les plus im-
portantes sur le palmier à huile (Fig.1 et 2). · 
La survenue d'épizooties périodiques dans les populations 
de ce ravageur a conduit à s'intéresser à l'agent causal de la 
maladie : un virus à RNA ou Ribovirus, quelques unes 
des caractéristiques physicochimiques ont déjà été établies 
(Fedière 1983, 1990; Zeddam 1989) notamment la taille des 
particules (30 nm de diamètre), la densité (1.34 en cscl), le 
poids du génome, le type et la composition du polypeptide. 
RESULTATS 
1. - Symptômatologie et mortalité 
Les symptômes associés à la maladie consistent en une 
réduction pui') un arrêt de l'alimentation. Parallèlement, 
les déplacements des larves deviennent erratiques. Lorsque 
la maladie frappe les premiers stades larvalfes. les individus, 
initialement groupés en colonies, perdent leur instinct gré-
galfe et se dispersent. Il apparaît un brunissement progressif 
des différentes parties de l'insecte atteint qui finit par s'im-
mobiliser puis mourir. (Fig. 3) 
Des individus apparemment sains, déposés sur des palmes 
badigeonnées avec un broyat de larves récoltées mortes, pré-
sentent rapidement les mêmes symptômes. Lors de ces expé-
riences la mortalité atteint pratiquement 100 % en moins de 
8 jours 
Retour au menu
494 -
FIG. 1. - Dégâts sur palmier à bulle provoqués par les attaques des 
chemlles de Latoia viridissima. - (Damage caused to oil palm tree by 
caterp1llars o/Latma vuidissimaJ. 
FIG. 2. - Détail d'une palme attaquée par des chenilles de Latoia viri-
diss1ma. - ( Detaû of damaged pa/m after attads hy caterpillars of Latoia 
virid1ssuna) 
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FIG. 3. - Chenilles sames et malades de Latoia viridissima De 
gauche à drotte : chenille à un stade avancé de la maladie, chenille saine 
au 6e stade larvatre, chemlle sa.me au denuer stade larvaire, chenille 
morte de vrrose. - ( Healthy and dr,<,ew,ed caterp1llars ofLatoia viri-
dissima. From the left to the right. higly virus-dfseased caterplllm - heal-
thy 6th instar caterpillar - healthy last instar caterpillar - virus-dead 
larvae) 
2. - Etude physico~chimique du virus de Latoia 
viridissima 
L' observat10n au microscope électronique des broyats de 
larves contaminées, soit naturellement, soit expérimentale-
ment, révèle la présence de nombreuses particules d'allure 
vrrale. Une purificatton poussée a permis l'isolement d'un 
virus icosaèdnque. Les virions apparaissent fréquemment 
confinés dans des vésicules, par groupes de quelques di-
zaines. (Fig. 4) 
Après électrophorèse sur gel de polyacrylamide en condi-
tions dénaturantes, les protéine<; constitutives des particules 
virales apparaissent sous forme de 4 bandes. Les 2 bandes 
majeures font respectivement 31 kd (kilodaltons) et 29 kd : 
les 2 mineures font 49 kd et 41 kd. (Fig.5) 
Les réactions colonmétnques à l'orcinol et la diphényla-
mine ont indiqué, chez le virus de L. vindissima. la présence 
d'ARN et rabsence d'ADN. 
Après extractton du maténel génétique à partir des parti-
cules virales, les électrophorèses révèlent l'existence d'une 
taille homogène pour les molécules d.ARN. Cet acide nu-
cléique est monocaténaue et son poids moléculaire a été esti-
mé à environ 9,3 kilobases (kb) par électrophorèse en gel 
d'agarose en conditions dénaturantes. (Fig.6) 
Un fract10nnement sur colonne de cellulose-oligo (dT) a 
révélé que les molécules d'acide nucléique possèdent une sé-
quence polyadénylée. 
Cette étude a montré que le virus de L. viridissima pré-
sente un certain nombre de caractéristiques physico-chimi-
ques le rapprochant de la famille des Picornav1ndae 
(Rueckert, 1985). Ces propriétés communes concernent la 
taille et la densité des virions. la taille et la nature der acide 
nucléique ams1 que la présence d'une séquence polyadény-
lée génomique. Cependant, le nombre et les poids molécu-
la1res des diverses protéines présentent un caractère 
partlcuher qui individualise nettement le virus de L viridis-
sima des picornavirus d'msectes actuellement connus. Par 
ailleurs, une première étude sérologique a montré l'absence 
de parentés antigèniques entre le virus de L. viridissima et 
deux des picornavirus d'invertébrés les mieux connus, c'est-
à-dire le virus de la paralysie du grillon (CrPV) et le virus C 
de la drosophile (DCV). 
3. - Etnde épidémiologique 
Après avoir ainsi caractérisé ragent pathogène responsa-
ble de la maladie observé chez les chenilles de L. riridissi-
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FJG. 4. - Broyat de larve~ Hro'iées ob~ervé au mtcro~cope électromgue (x environ 101 foi\), - (Sq1,wshed l't-
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FIG. S. - EJectrophorégrnmme des p0Jypet1dcs du petit nbov1ru, de LJ-
to1n vmd1ss1ma en gel polyacryl.:im1ùe J 17,5 ~-, pl\le \1 ichelle de p01d~ mo-
léculaire~ de protéines 
(A· Phosphoryla~c b 94 kd, B ,érun1.J.lbum1ne bovrne 67 J...d, l: o,.übumine 
43 kd , D : anhydrase carbomque JO kd . E : mhiblteur d~ l!)'p,m<'. de \OJJ. 
20, 1 kd, F: lactalbumine L4 4 kd) 
- (Polypepndes elnflophorefll a1wl\:,11 of L 1·111d1H1ma, ibm u u\ 011 17,5 
% pol;acrilamide t:ef ~!ah ) 
(Poly;pep11de1 elec1,01,lwre11s a11a/,s1, of L. \'li !dl!, ,mw nhn1·J1111 011 17 5 ':c 
polyau 1/armde !(el ~/ab 
/rack M. mo/eculm we1g/11.iramlmdsJ01 p101e11u 
,1 pho,phor}lase h 94 kd 
B hm,me ..erumalhumme 671.d 
C : ovalbumine 43 kd 
D wrbome anh)'dla.ie 30 ~d 
E soy flyp.iin rnh1buo1 20.I J..d 
F laualhumme 14.4 l.d 
Ira< ü 2 and 3 prote111Y of L 1·1rid111ima I ù111 2 d1J/e1 en/ uJ1nen//a//0111) 
FIG. 6. - Electrophoregr.imme d'ARN viraux. en condmons dénaturantes 
[gel d'agarosc JO 8 ':·c: h)dro:>.yméthylmercurc 5 mM) -(Vnal RNA e/ec-
r,oplw1elll mw/11î11111de1 de11atw111g cond11wns (0,8 '?:o agarose gels/ah, 5 
l!Jf hwiro,1me1h1/111e1(!/II(} 
piste· 1 AR:-J du ,•uus C de la drosophile (DCV) 
urad I - Dro101>h1/u C 1m11 Rl•l4. (DCi'J 
piste'.'. AR'.'i du pol1011rus ;ouche Sabin (7,3 kb) 
lnaci.. _:: Salim pol!m1r141 R,\'A (7,31.h) 
p1<;te 3 · Aude nucléique du Vtrtl\ de L vind1s\1m.1 tr.11té au-.; nbonucléo\e~. 
11/a(A 3 N1u!c1, a(td oj L. 11nd1J~1ma 1r111s aftr1 11n11baror v.i1h ribonu-
/én.en 
piste -1- ,\c1de nucléique du viru; de L virid1ss1ma 
1r,a,i..-l l'lurlerr alulofl 1ind1.1,11nw11rn\) 
pme :'i . .\R~ du v1ru~ de la f1,H.Ily~1e du grillon (GPV) 
If/ac/.. 5 Crh/..N paralH15 11nH RNA 1GPV) 
piste M. échelle de poi<l; molétulaue d'ARN (a· 9.5 lb, b · 7 5 kb, c: 4.-1-
b.b; <l: ::,_ 4lb1. 
1 r1aci.. H R\A moler ular v.e1glu Handa,dj - a . 9 5 J..d b 7,5 1-..d l 4 -J 
kd, d :::-1-kc/1 
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ma, nous avons entrepris de rechercher sa présence en plan-
tation dans les populations naturelles du ravageur. 
Pour ce suivi épidémiologique, nous avons mis au point un 
test DAS-ELTSA ("double-antibody sandwich enzyme-lin-
ked-immunosorbent assay'' ; Engwall et Pearlman. 1971 ; 
Van Weemen et Schuurs, 1971) spécifique du v1rns recher-
ché. 
Les anticorps ont été produits en Côte-d'Ivoire par injec-
tion de virus purifié à des lapins. Le conjugué a été préparé 
par couplage des antlcorps avec la phosphatase alcahne à 
l'aide du glutaraldéhyde (Avrameas, 1969). Préalablement à 
leur ut1ltsat10n, les réactifs sont épuisés contre un broyat lar-
vaue à 500 mg/ml afin de réduire le bruit de fond dû aux 
réactions non spécifiques. L'étalonnage de notre test ELISA 
a été réalisé en analysant les réponses obtenues après Lra1te-
ment d'échantillons renfermant smt le virus pur soit ce 
même virus ajouté à des quantités connues d ·un broyat de 
chemlles. 
Lorsque l'on dose le virus pur, le seUI! de détect10n du test 
ELISA atteint 0.12 ng de virus par millilitre. En présence de 
tissus de l'hôte, la sensibilité du test varie entre 1,2 et 12 ng 
de virus par millilitre. 
Afm de contrôler la possibilité d ·utiliser notre test ELISA 
comme support d'une étude épidém10log1que de terrain, 
nous avons suivi l'incidence de la maladie sur plusieurs par-
celles de palmiers à huile de la station de la Mé (Côte-
d'Ivoire). Nous présentons ici les résultats obtenus pour 
l'une de ces parcelles sur laquelle un échantillonage hebdo-
madaire a été réalisé. 
Dans cette parcelle, plus de la moitié des chemlles testées 
par ELISA sont déjà positives le 19 septepmbre 1986, pre-
mier jour del 'étude. Les toutes premières chenilles mortes 
sont signalées le 7 octobre alors que la présence de la virose 
chez un fort pourcentage d'individus est déjà détectée depuis 
presque 3 semaines. A parttr de cette date, la maladie provo-
que une chute constante du nombre de larves pr6;entes dans 
la parcelle. Au 28 octobre, la mortalité a atteint presque 
100 %, le petit nombre de chenilles encore vivantes étant 
porteuses du virus. Elles finissent par mourir rapidement ou 
par se nymphoser. 
Exceptionellement, en cette fin d'année 1986. la b10Iog1e 
de L. viridisszma est apparue un peu parttcuhère puisque la 
ponte s'est étalée sur presque deux mois, depms la fm de sep-
tembre jusqu'à la mi-novembre. Aussi. après l'élimrnatlon 
de la première population, apparaît une nouvelle génération 
vers le début novembre qm fatt très rapidement remonter le 
nombre de chenilles présentes (envuon 25 chenilles/palme 
le 19 novembre). 
Les colonies correspondant à la nouvelle génération sont, 
à la fois. moins nombreuses qu'en septembre et porteuses du 
virus à un très fort taux, bien supérieur à celui rencontré chez 
les colonies de la première pullulation. Dans ces conditions, 
la mortahté augmente rapidement : par exemple. en 8 Jours 
(du 19 au 27 novembre), l'indice de chemlles par palme 
passe de 24,6 à 1,8. Finalement, la quasi-totalité du ravageur 
disparait du fait de la virose. 
Cette étude nous a permis de mettre en évidence plusieurs 
faits significatifs concenant la maladie : 
- d'abord que le virus peut être présent dès les premiers 
stades larvaires chez une fraction importante de la popula-
t10n. Le test ELISA permet de diagnostiquer sa présence 
avant rapparit10n de toute mortahté: 
- le déclenchement de la maladie (et 1 ·appantion de mor-
talités massives) survient brusquement dans l'ensemble de la 
populat10n indépendamment, semble-t-Il, des dates de conta-
mmarion respectives des individus. Il conviendrait sur un 
plan pratique de rechercher le ou les facteurs mduisant ce 
déclenchement ; 
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- lorsqu'une nouvelle pullulation de L viridissima 
émerge dans un milieu très enrichi en virus (cas de la 
seconde génération dans notre étude), la mortahté intervient 
beaucoup plus précocement et donc sur des stades plus 
jeunes, ce qui conduit à une réduction très importante des po-
pulatwns du ravageur au cycle suivant. 
- le mode de contamrnation des chemlles reste, pour 
l'instant, rnconnu mais il faut noter qu'au sein d·une 
même colonie les larves ne sont pas uniformément infec-
tées, certaines répondant positivement à l'ELISA d'autres 
négativement. 
-1. - Sondes nucléiques et diagnostic viral 
Nous avons réailsé une transcript10n mverse de l'ARN 
extrait des particules vuales après hybndation avec un 
acide oligothymidyhque de synthèse servant d'amorce 
(Maniatis et al, 1982). Les ADN complémentaires (ADNc) 
ainsi obtenus ont été bicaténansés puis insérés au sie Pst [ 
du plasmide pBR 322. Les plasmides recombinants ont servi 
à transformer des bactéries compétentes. (Fig.7) 
FIG. 7. - Schéma d'obtention d'ADN complémentaue à pmt1r d'ARN 
vual et stratégie de clonage. - (Clonmg strategy. from wal RNA to 
complementary DNA cloned m pBR 322 plasmul). 
Plus de 800 clones bactériens ont été analy::.és dont 40 
contenaient des mserts égaux ou supéneurs à 1.5 kllopa1re 
de bases (kpb). Le plus gros plasmide, pLV 1631. renferme 
un insert de 4,5 kpb correspondant à environ la moitié du 
génome viral. Après vénflcat10n de la nature virale de cet 
msert, nous en avons établi la cartographie physique pour 
13 enzymes de restriction différentes (Fig 8). 
Nous avons sous-cloné dans le plasmide pUC 19, un frag-
ment d'environ l kpb provenant de l'msert Vlfal de pLV 
1631. A partir de ce plasmide. il est possible de produire des 
sondes ADN bicaténaires marquées soit rad1oactivement so11 
à l'aide de nucléotides biotmylés. 
L'utilisation de la sonde radio-marquée par cransla110n de 
césure ("nick-translat10n" ; Rigby et al., 1977) se traduit. 
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après autorad10graphîe, par 1 'appantion d'un fort signal 
d'hybndation chez les chemlles de L viridissima virosées 
directement écrasées sur les filtres d'hybridation (technique 
de "squash-blot" ; Czosneck et Navot, 1988). Cette techm-
que de "squash-blot", outre sa simplicité, présente l'avan-
tage d'être rapide pu1squ 'Il suffit de moins de 24 heures pour 
disposer d'un résultat sur les échantillons testés. 
FIG. 8. -Carte physique de re~tnctmn de pL V 16 31 et des quinze au-
tre:-. mserts de haut poids moléculaire. - (The lai gôf 15 p/asn11ds re-
stnctwn map, mcluding pLV 1631) 
Avec un marquage "frmd", c'est-à-dire non rad10act1f. de 
cette même sonde, les tests de sensibilité ont indiqués que le 
seuil de détection se situait entre 500 et 50 picogramme~ (pg) 
d'ARN viral. 
CONCLUSION 
Le travail réalisé par les équipes de l'IRHO et de l'OR-
STOM a permis de montrer qu'un nouveau petlt virus prot:he 
des P1comaviridae d'insectes est responsable des éplzootîes 
observées en plantation dans les populations de L. \'Irtdini-
ma. Lorsqu'elle se développe, l'efftcactté de la malad1t' e~t 
~ 497 
telle qu'aucun traitement contre le ravageur n · est nécessmrc. 
Le test ELISA mi~ au point pour détecter ce virus doit per-
mettre de mieux cerner les modalités de déclenchement et 
d'évolution de la virose. Les premiers résultats obtenus au 
cours de l'enquête épidémiologique réahsée sont d'autant 
plus mtéressants qu'il ne semble pas qu'un petit virus à ARN 
d 'msecte alt fait l'objet d'une étude analogue. En effet, l' ap-
plication du test ELISA à la détection de ce type d'entomo-
pathogènes e,;t encore trè.., peu développée (Zeddam, 1989). 
Pourtant, ce test offre de multiple~ intérêts : d'abord. son 
prix de revient est faible et il se réalise en un nombre réduit 
d'étapes ce qui permet de traiter simultanément et rapide-
ment une grande quantLté d'échantillons (Zrein, 1986) ; en 
outre, c'est un outil particulièrement bien adapté au terrain 
parce qu'il ne nécessite pas de conna1ssances sc1en11fiques 
parucuhères pour être mis en apphcat10n. 
L ·mcérêt principal du recours à un test de diagnostic séro-
logique réside dans le fait qu'il devient possible de détecter 
sans ambiguité la virose à un !'.ltade précoce de la maladle 
alors que les symptômes n'en sont pas encore apparus. Avant 
la mise au point de ce test. la présence de la virose dans les 
populat10ns du ravageur ne se révélait que lorsque la morta-
hté mtervenalt c'est-à-dtre à son stade ulttme. Désarmai~, 
avec le test ELISA tl est possible de :-.uivre l'évolulion de la 
maladie On peut donc décider de recouru ou non à des trai-
tements contre le ravageur survant le mveau d'mcidence de 
la virose dans les populattons de L r1ridi.fsima. En effet, 
d'un point de vue appliqué. li est envisageable de déterminer 
un niveau d'mc1dence de la malad1e au-dessu& duquel l'épi-
zootie va se déclencher rapidement ce qm permet d'éviter 
des traitements insecticides. Dans le même ordre d'idée, ce 
test constitue également un bon myen pour suivre l'impact 
de traitements à base de suspensions virales et donc d 'étabhr 
les cond1tiom, optimales pour la rés1liat10n de tels traitments 
puisqu'à terme nous espérons que le virus de L. vmd1ss1ma 
pourra tenu un rôle actif dans le cadre d'une lutte intégrée 
L 'obtentrnn de sondes nucléiques complète et amplifie les 
moyem de diagnostic dii;ponibles pour mettre en évidence le 
virus. La sens1b1hté de ce type de sonde permet la détection 
de très faibles quantités de virions (Mitchell et al. 1988). 
Elles représentent un outil d'investigat10n précieux pour 
l'étude des aspects moléculaires de la multlp!ication virale. 
Sur un plan plus appliqué. tl faut noter qu'à la différence de 
la technique ELISA fondée sur la détection des composants 
protéiques externes du virus, les sondes nucléiques 
reconnaissent les séquence<; virales de l'acide nucléique. La 
~pécificité des ribosondes peut donc être établie en fonct10n 
de la séquence du génome viral à parttr de laquelle elles sont 
produites. Ams,, 11 est possible d'obtenir, soit des ribo-
~ondes à large spectre capables de détecter plusieurs vtrus 
ayant une certaine homologie de séquences, soit des ribo-
sonde<; qui détectent un ~eul type de virus (Cava et al 1988). 
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SUMMARY 
Study of the Ribovirus of Latoia viridissima Bolland. a 
palm pest in West Africa - Characterization - Diagno-
sis - Serology and epidemiological monitoring 
J.L ZEDDAM. R. PH[UPPE, J C. VEYRUNES, G FEDIERE, D. 
MARIAU and M BERGOIN. Oléaf(meu.-.,,;, 1990, 45, N° l L 
P 493-500. 
Caterpîllars of the Limacod1d lep1dopteran Latow v1r1d1~s1ma 
(Bolland 1893) are one of the main kaf-eatmg palm pests m Côte-
d' Ivoire. A previous rev1ew of the local entomopathogen.'. regula-
ting natural populatrnns of th1s pesl showed ùiat the most effective 
control agent was a virus. A phys1co-chemtcal charactenzation of 
the vuus responsible for the ep1zoot1cs md1cates here several of its 
basic properties, including type of genome (s111gle-stranded polyan-
denylated RNA), clearly ind1catmg 1ts 1esemblance to the picorna-
viruses. However, its pamcular polypeptidtc composition 
dîstmguishes it from some members of th1c. fam1ly currcntly found 
111 msects, members \Vlth which, inc1den1ally. no anttgemc relat10ns-
h1p ha~ been detected. In order Lo detect th1s nb0v1rus, known as 
LvV, rapidly and cheaply m bwlog1cal samples. an nrnnuno-en7y-
mat1c test has been developed (ELISA), which brings mto play the 
sandwich techmque. The minimum sensitiv1ty thresholds for the tec.t 
were establVihed for the punfied virus and for the virus found m host 
t1s~ue Usmg th1~ serolog1cal dîagnosis tool 1t was possible to mve~-
tJgate the eptdem1olog1caJ a~pect of the d1sease devcloping on a plan-
tatlon Momtonng in the fteld for three month~ dunng two 
successive L. v1nd1ss1ma outbreaks prnv1ded prec1se dclails of v1ro-
s1s mc1dence a~ young larvae emerged. 11s development at d1fferent 
mstats and its tmpact on the pest population In addmon, molecular 
clonmg of the viral genome has been undenaken and provides the 
first md1cation5 of how LvV RNA 1s orgamzcd. Using the comple-
mentary DNA part obtarned m this way, d1fferent types of nucle1c 
probes have been manufactured, mvolvmg radioactive marker~ or 
b1otmylated nuclcotîdes. The abiltty of these various probes, with ei-
ther double-stranded DNA or single-stranded RNA (nbo-probes), to 
detect the viral R:'.\l"A bas been tested. 
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RESUMEN 
Estudio del ribovirus of Latoia viridissima Holland, 
plaga de las palmaceas en el Africa Occidental - Carac-
terizaci6n - Diagn6"itico Serol6gico - Seguimiento epide-
miolôgico. 
J.L. ZEDDA:'.\1, R. PHILIPPE, J.C. VEYRUNES. G. FEDIERE. D. 
MARIAU and M. BERGOIN, OléaKmeux, 1990, 45, N' 11, 
P 493-500 
Las larvas del lep1d6ptero L1macod1dae Latoia viridissima (Hol-
land, 1893) const1tuyen uno de lm pnnc1pales defoliadores de Jas 
palmâceas en Côte-d'lvoire. Ya se pas6 revista a los entomopat6genos 
locale~ que mant1enen a las poblac1ones naturales de esta plaga en 
un nive! constanten de d6nde result6 que el agente de control mas 
eficaz era un virus. Medrnnte una caracterizac16n fisico-quimtca, se 
indican varias propiedades e~enciales del viru~ responsable de la~ 
ep1zootms. Entre las mismas. La indole del genoma (ARN de simple 
cadena pohadenîlado), lo a5emeJan mucho a los P1co1nav1ndae. Sin 
embargo, ~e d1ferencia de lm pocos miembros de esta famLlia ahora 
conocidos entre los mscctos por una composiciôn de polipépttdos es-
cial ; ademas no se llega a ·aprec1ar nmgun parentesco con esos 
miembros desde el punto de v1sta de lo~ antlgenos Con el fm de de-
tectar râpîda y econômicamente a este ribovirus. llamado LvV, entre 
Jas rnuestras bwlôgtcas, se ha desarollado una prueba 1mmunoenz1-
mat1ca (ELISAJ, que recurre a la cécnica llamada "en sandwich" 
Lo~ umbrales mîr:umos de sen~ibilidad de la prueba se establec1e-
ron para virus purificado y virus frente a elevadas concen1ra-
ctone~ de teJ1do del hospedero. Con este rnsttumento de 
dlagn6stico serol6gico, se ha logrado acometcr et aspecta epi-
demwl6g1co de la enfermedad que se estâ desarollando en la plan-
tac16n El segu1m1ento reahzado en el campo durante tres meses en 
dos pululauones sucev1sas de L vind1snma aclaréi la inc1dencia de 
la v1ros1s en el momento de emerger las larvas J6venes la evoluc16n 
de ésta en lm vanos estados larvale~ y su 1mpacto en la demografia 
de la plaga. Por ocra parte. se acometiô la clonaciôn molecular del 
genoma viral, que proporciona las primeras md1caciones sobre la or-
gamzauôn del AR:'.\l" y del LvV. Vanos t1pm de sondas nucleias han 
sido construfdos en la base de La parte de ADN de complemento ob-
remda de este modo, para ello se ut1hzmon marcac10nes rad1oact1vas 
o nucle6tidos bwtlnilados (biotinylated nucleotides). Se ha probado 
la capac1dad de estas vanas sondas de ADN de doble cadena o ARN 
'de simple cadena (nbonsondas) para detectar el AR:\! viral. 
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Study of the Ribovirus of Latoia viridissima 
Holland, a palm pest in West Africa 
Characterization Diagnosis - Serology and 
epidemiological monitoring 
J.L. ZEDDAM, R. PHILIPPE. J.C. VEYRUNES, G. FEDIERE, D. MARIAU and M. BERGOIN 
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INTRODUCTION 
In the artificial ecosystems created by man, m part1cular agro-eco-
system~, certam envHonmemal components favour the mult1plica-
t1on of ammal or plant populatrnrn, rei,pom.1bk for consîderable 
economic lasses. The methods tor controllmg these pe~ti, moi,t fre-
quently have recouri,e to chem1cal pei,tLc1de!:. whtch, although gene-
rally effective, are coslly and not without <;enou<; dra\.vbacks. The 
best knov,.n of which are thetr tox1c1ty for the env1ronment and the 
appearance of res1stance phenomena in the largci,t population<;. 
Hence, more biologically-based research, com1mng m makmg use 
of the existence of m1cro-orgarn,om~ whJCh tegulate ammal and plant 
populations naturally, ha!-. made com.1derable progre!>i,. For several 
years, IRHO has been carryîng out qud1e~ m Ihl~ part1cular field of 
m1crobtolog1cal control u~mg fung1, bacrena and v1ru.',e!> (Fed1ère et 
al, 1981 ; Desmier de Chenon et al, 1988). Encouragmg rewlts 
have been recorded 10 regulatmg L1macod1d larvae by spreadmg i>U~-
pens1ons of viruses J!,O]ated durmg natural epuootics, in oil ralm 
plantations m Colombia. lndonesia and Côte-dïvoue (Genty and 
Manau, 1975 . Gmtmg and Desm1er de Chenon, l 987). In Côte-
d · ivoire, the most severe 011 palm defoliat10n LS caused by 1he larvae 
of the L1macod1d lepidopteran Latota viruii.mma (Holland. 1893) 
(Fig. 1 et 2). The occurence of penodtc ep1zoot1c.'> rn populattom ot 
this pe&t has led to interest m the d1sease·s, c.i.u~al agent. an RNA 
virus or nbov1ru~, .'>orne of whose phy:-.1co-chem1cal characten:-.tic!> 
have already been estabhshed (Fedlère, 1983-1990 : Zeddam 1989), 
notably parucle sîze (30 nm mdiameter), dens1ty li.14 C~clJ, ge-
nome we1ght and type and polypeptide compo:,,ltlon 
RESULTS 
1. - Symptomatology and mortality 
The ~ymptoms assocîated w1th the d1!-iea!-ie coni,ti,1 of u rçdu<..t10n 
and 1hen a hait in feedrng At the ~ame tîme. larva movements 
become errat1c. When the dii>eai,e i>tnJ...e:. the f1rs1 larv.:tl in:.t.:trs. 
the md1v1dual&, m1tially grouped together in colonie~. lo:.e their 
social mstmct and d1spcr<;c. Gradua] brov.nmg of, anou<s part<s of 
the affected msect become!> apparent, and the 1n:.ect 1r,, eventually im-
mobilized and dies. (Fig.3). 
Apparently healthy md1v1duab. placed on frondr,, daubed w1th tri-
turated larvae collected when dead. rap1dly show the ~ame <symp-
toms Durmg such expenment!>. mortaht) reacher,, almmt 100 q, in 
under 8 days. 
2. - Physico-chemical study of the Latoia v,ridissima virus 
Observation under an electron micrmcope ofhquidized larvae. ei-
ther naturally or expenmentally contaminatcd. rcv.:-al~ the e\.l<;tence 
of numerous panicles whtch appear to be ,·îru5e~. Extended pur1f1ca-
hon made it possible to tsolate an ico~ahedm: vîru~. The vmou~ fœ-
quently appear in ves1cler,,, in groupr,, ot a fow dozen. (Fig. 4-J. 
After electrophores1~ 10 polyacrylamtde gel under denarnrîng 
cond1t10ns, the protems which make up the viru~ part1cles appear 
in four bands. The two maJor band<s are 31 kd (kilodaltonq and 29 
kd respemvly; the two m1nor band~ are 49 kd and 41 kd. (Fig 5) 
Colonmetnc reactiom. w1th orcinol and diphenylamine have 
shown the presence of RNA and the absence of DNA m the Lutow 
n11drs:,,1mu virus. 
After extractmg genet1c matenal from virus parttcle~ electro-pho-
rer,,is reveals the umform s1Le ot R:'.\IA molecules. Thi5 nucle1c acid 
1s smgle-stranded, and 1ts molecular we1ght has been esttmated at 
round 9 3 kilobases (kbJ by electrophores1!> in aga10se gel under 
demituring conditions. (Fig. 6). 
Fract1onat1on on a cellulose-ohgo (dTJ column rewaled that the 
nucle1c ac1d molecules have a polyadenyhc sequence 
Thi~ study showed that the L v1ndusnna virus prcr,,ents a certain 
numbcr of phys1co-chem1cal charactenzatlcs simîlar to those of the 
P1cornav1ndac famdy (Rueckert, J 985). The common propert1e~ 
concern v1non !-.Jze and den:.1ty. the f>lze and nature of the nucJe1c 
ac1d, as well as the presence of a polyadenylîc genome sequence. 
However, the number and molecular wetghts of the vanous protems 
aTC sp,.:,cific, and clearly distingu15h the L 1·111d1~:,,1ma virus from cur-
rently known 1nsect p1cornav1ru~e<; ln add1t10n, a prehmmary sero-
logtcal study ha!> revealed the ab!>ence of ant1gemc links between the 
L. vn 1d1ssmw vnus and two of the bcst known invertcbratc picorna-
viruses, 1.e. the cncket paralysîs virus (CrPV) and the dro5ophila C 
virus (DCV). 
3. - Epidemiological study 
After charactenzrng the pathogen respons1ble for the d1<:ease 
ob,oerved in L i·u 1d11 ~1ma caterpillars, we undertook to ~tudy 1t<; 
presenœ on plantations, amongst narnr.:il pest population:,. 
For the purpo~e ofthl5 ep1demîolog1cal study, wc dcvcloped a r,,pe-
c1f1c DAS-ELJSA (Double Ant1body Sandwich - Enzyme-Lmked 
Immunosorbent A<;~ay: Engvall and Pcarlman. l971; Van Weemen 
and Schuurs 1971) for the virm tn que~t1on 
The ant1bodîe~ v.ere produced m Côte-d·[vo!Te by mjecting rab-
bits w1th the punfied \ 1rus. The conJugate was prepared by couplmg 
the ant1boche!> with alJ...almc phü.\phata!>e, Ui,rng gJutaraJdehyde 
(AHamea~ 1969). Before u~e. the reagents are used up on lîquîzed 
!;;1nae at 500 mg/ml in order 10 reduce background noise causcd by 
non-~pecific react1om Our ELISA te~t was caltbrated by analysmg 
the results ohtaîned after proces~mg <;amples containmg either the 
pure ,,1ru!, or the v1ru!> mlxed w1th known qmmtmes of tnturated ca-
terpîllaVi. 
When titratmg the pure virus, the detectLOn threshold for the ELI-
SA test reache<; 0.12 ng of virus per m1llilitrc. ln the prescnce ofhost 
tÎS\Ue<:. the ~ens1t1v1ty of the te~t varie:,, between 1 2 and 12 ng of v1-
ru:. per mill1litre 
ln order Lo check the pos!>ibilily of usmg ourELISA lest a.'> backup 
for an ep1dem10log1cal fields <:tlldy, v.e mon1tored d1sease mc1dence 
on !>everal oil palm plob .it the La Mé station (Côte-dlvrnre) We 
shall now give the re<:ults obtained for one ot thcsc plots. m wh1ch 
weekly ~ample~ were taJ...en. 
In 1h1~ plot, more than half of the caterpillar~ tC'-lt'd w1th ELlSA 
were already pos1ti,e on 19th ~eptember 1986, the tHst day of the 
qudy. The fm,1 dead caterpillar~ were observed on 7th octobeT. 
whibt the \ 1ral d1~ease had been detected ma large percentage of 
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tndiv1duals almost 3 weeks pteviously. Frnm th1s date on, the d1sca:,e 
led to a constant fall m the numbe.r of larvae p1esent in the plot. By 
28th october, mortallty had reached almost 100 % wtth the small 
number of caterprllars stlll alîve carryLng the vtrus These caterpil-
lars <lied rap1dly or pupated. 
Except10nally, at the end of 1986, the biology of L vind1ss1ma 
seemed somewhat unu.sual, smce egg-laymg lasted almost two 
months. ±rom the end of september to mid-november Hence, after 
ehmmat1on of the fîrst generation. a new generat1on appeared to-
wards the begrnmng of november. wh1ch raptdly 111creased the num-
ber of caterpillars present (around 25 caterp11lars/frond by 19th 
november). 
The colomec, corre~pondîng to the new gcnerat10n were bath more 
numerous than in september and showed veiy high virus rates, much 
higher than those seen m the colomes from rbc tin,t outbreak Under 
these conditions, mortal1ty mcreased rap1dly : for example. m 8 days 
(frorn 19th to 27th novembcr), the caterpillar mdex per frond drop-
ped frorn 24 6 to 1.8. Eventually, almost all of the pest population 
died from the v1ral d1sease. 
This study enabled us to reveal several s1gmftcant facts about the 
di~ease : 
- firstly, that the v1ru~ can be present mil large proportion of the 
poulat10n right from the hrst larval mstars. The ELlSA test makes i1 
possible to diagnose its presence befme tJJe start of mortality, 
- the disease - and the massive mortalîty rates - are triggered sud-
denly m the population as a wholc, and 1t seems. mdependently of 
the respective contam111ation dates for the diffetent md1v1duals 
From a practical point ofv1ew, Lt would be a good 1dca to seek out 
th1s tngger factor or factors; 
- when a ne1w generanon of L 1'irid1ssima emerges man environ-
ment nch in the virus (as was the case w1th the second generat1011 m 
our study). mortality occurs much earher, and thus rn younger 
rnstars, wh1ch leads to a very s1gmhcant reductwn m pest popula-
tions in the followmg cycle , 
- the way m wh1ch caterpîllars are contaminmcd remairn, a mys-
tery for the time bemg, but Lt should be noted that withîn the same 
colony, lan:ae are not uniformly infected, smce certam respond po-
s1cively to ELISA and others negat1vely. 
4. - Nucleic probes and viral diagnosis 
\Ve carned out a reverse transcnption of RNA cx1racted from vi-
rus parttc]e.', after hybndtzat1on wnh a syntheLic oligothymidyhc 
aCid, which serves as a pnmer (Mantatîs et al, 1982). The 
complementary D.KA.'. (DI\Ac) obtarned m th1s way were made dou-
ble-stranded and then inserted into the Pst I s1Le of the pBR 322 plas-
rrud Recombmant plasmtds 1were used to transform the relevant 
bactena (Fig. 7). More than 800 bactenal clones were analysed, 40 
of whtch contained rnserts equal to or exceedmg 1 5 kliopa1rs of 
bases (kpb) The Jargest plasmide. pLV 1631, contatm an msert of 
4.5 kpb, corresponding to around half of the viral genome. After 
cJJeckmg the viral nature of th1s insert, we estabh::.hed tts phy;,ical 
mapping for 13 d1tferent restnct10n enzymes (Fig 8). In the plasm1d 
pUC 19, we sub-cloned a fragment of around I kpb, taken from the 
pLV 1631 vual msert. le possible to produce double-stranded DNA 
probes from this pla::.mid. labeled e1ther rad1oacuvely or usmg bio-
tmylated nucleottdes. 
• 
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A probe labeled radioactîvely by mck translatmn lR1bgy et al, 
1977) i~ expressed, after autorad10graphy, by the appearance of a 
h1gh hybrid1zatmn signal m vîrus-mfected L virufo·s1ma caterp1llars 
which are crm,hed directly onto hybndization filters (the "squash-
blot" technique; Czosneck and Navot, 1988) Bestdes us simplicity, 
the squash-blot technique has the advantage of bemg quick, because 
it takes les::. than 24 hours to obtain a result for the sample!. tested. 
Usmg "cold", i.e. non-rad10active lablmg of the same probe, sen-
smv1ty tests showed that the deteclion threshold is between 500 and 
50 picogrammes (pg) of viral RNA. 
CONCLUSION 
The work carried out by IRHO and ORSTOM research teams over 
recent years has shown that a new small RNA vuus resernblmg msect 
Picornaviridae 1s responsible for the epizoot1cs observed in 
L. v1r1d1H1ma population::, on plantattons When it develops, the vi-
rus is so effectrve that no other trea1ment is needed again!.t the pest. 
The ELISA test, developed for detectmg thts viral discase should 
help to pinpoint the ways m wh1ch the vtrus 1s tnggered and deve-
lops. Preliminary resulLs obtamed durmg the ep1demmlogtcal study 
are ail the more mteresting m that apparently, no s1mtlar studies have 
been varned out on small RNA insect v1ruses. In fact. the u~e of the 
ELISA test for detectrng thts type of entomopathogcn 1s still very h-
m1ted (Zeddam, 1989) Ho1wever, th1s test offers many advantages: 
fir~tly, 1ts low cost. and the fact that it is carried out ma hm1ted num-
ber of stage!.. whtch mean~ that large numben of samples can be pro-
cessed stmultaneously and qmckly (Zrem, 1986); m addition, tt LS a 
tool particularly well adapted to field work. since its use doe.'. not call 
for parhcular sc1ent1fLc knowledge. 
The mam interst of usmg a serog1cal dtagnosis test hes m the fact 
that it becomes possible to detect the viral discase at an early stage, 
w1thout amb1gu1ty, before the symptoms appear. Before this test was 
devcloped, the presence of the vual dtsease in pest populations was 
only revealed when mortahty began. i. e.rn its final stage Now. with 
the ELISA test. Lt 1s possible to monitor disease development. Dec1-
sions can then be made whether to use treatment~ to contrai the pest, 
accordmg to viral dîsease incidence in L vu 1d1ss1ma populauons. In 
fact, from a practtcal pomt ofv1ew. the idea LS bemg constdered of de-
termmmg diseuse incidence levels beyond which an ep1zoot1c 1w1Jl 
be tnggered rapîdly, thus avo1ding the need for insecticide treat-
ments. Along the same lrne of thought, th1s test LS also a good way 
of monitormg the impact of treatments usmg v1ru::. supens1ons and 
hem:e of rdenttfymg the optimum cond1t10ns for applying such treat-
ments, smce we hope that eventually, the L. ,·11idiss1ma virus will 
play an active role in integrated contrai. 
Obtammg nucletc probes completes and amplifies the available 
means of diagnosis for detecrmg the virus The senstt1v1ty of thîs 
type of probe means that very low virion quantitite!. can be detected 
(Mitchell et al., 1988) They are a valuable research tool for stuying 
the molecular aspects of viral mult1phcation From a more practical 
pomt of vœw, 1t should be noted that contrary to the ELISA techm-
que, based on detectmg the extemal protem components of the virus. 
nucle1c probes recogmze the viral sequenccs of the nucleic ac1d. TJJe 
specifîcity of riboprobes can thus be selected accordmg to the sec-
lion ot the viral genome from which the probe~ w1ll be made. Hence 
Lt !!. pos~ible to have etther large spcctrum nboprobes capable of de-
tectîng vanous v1ru.'.es with certam sequence stmilant1es or ribo-
probes wh1ch only detect a single type of virus (Cava et al, 1988) 
